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(54) Verfahren zur Gewinnung von Gam ma- Decal acton 

(57) Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung von y-Decalacton, wobei Yarrowia lipoly- 
tica enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues 
Verfahren zur Herstellung von y-Decalacton. 
[0002] y-Decalacton ist aufgrund seiner organolep- s 
tischen Eigenschaften ein wichtiger Aromastoff, der 
einen fruchtigen, pfirsichartigen Geschmack und 
Geruch aufweist. Grundsatzlich kann y-Decalacton aus 
Fruchten gewonnen werden. In diesen ist er jedoch in 
so geringen Mengen vorhanden, daB er wirtschaftlich to 
mittels Extraktion oder Destination sich nicht isolieren 

[0003] Deshalb gab es in den letzten Jahren zahl- 
reiche Versuche, y-Decalacton in biotechnischen Ver- 
fahren herzustellen. Die meisten Verfahren arbeiten is 
unter Einsatz von verschiedenen Hefen. Hierbei werden 
entweder Rizinusol oder der Methylester der daraus iso- 
lierten RizinolsSure mitden Hefen umgesetzt. Diedabei 
erzielten Ausbeuten schwanken zwischen wenigen Mil- 
Hgramm pro Liter bis zu 9,4 g/l in 75 Stunden (FR 2 734 20 
843). 

[0004] Das Verfahren hat auBerdem den Nachteil. 
daB mit einem Uracil -an seotroph en Material gearbeitet 
wird und damit zwei getrennte Schritte zur Biomassebil- 
dung und Produktion notwendig sind. 25 
[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es 
daher, ein Verfahren zur Verfugung stellen, daB hflhere 
Ausbeuten ermOglicht. 

[0006] Diese Aufgabe wird dadurch gelSst, daB 
eine Yarrowia lipolytica enthaltende Kultur eingesetzt 30 
wird. 

[0007] Es ist erfindungsgemaB mOglich, Yarrowia 
lipolytica im Gemisch mit weiteren Mikroorganismen zu 
verwenden. Vorzugsweise wird Yarrowia lipolytica 
jedoch als Reinkultur eingesetzt Besonders bevorzugt 35 
ist es erfindungsgemaB, den Stamm Yarrowia lipolytica 
HR145 (DSM 12397) zu kultivieren. 
[0008] Als Substrat fur die erfindungsgemaB einge- 
setzte Kultur kommen synthetische. halbsynthetische 
oder komplexe Kulturmedien in Betracht. Diese enthal- 40 
ten kohlenstoffhaltige und stickstoffhaltige Verbindun- 
gen, anorganische Salze, gegebenenfalls 
Spurenelemente sowie Vitamine. 
[0009] Ais kohlenstoffhaltige Verbindungen kom- 
men vorzugsweise Kohlenhydrate, Kohlenwasserstoffe 45 
oder organische Grundchemikalien in Betracht. Bei- 
spiele fur vorzugsweise verwendbare Verbindungen 
sind Zucker, Alkohole bzw. Zuckeralkohole, organische 
Sauren oder komplexe Gemische. Bevorzugt sind erfin- 
dungsgemaB Ole. 50 
[0010] Als Zucker kommt vorzugsweise Glucose in 
Betracht. Zu den verwendbaren Alkoholen gehOren vor- 
zugsweise Glycerin oder Mannit. Als organische Sau- 
ren kann vorzugsweise Zitronensaure zum Einsatz 
kommen. Zu den komplexen Gemischen zahlen z.B. 55 
Malzextrakt, Hefeextrakt, Casein oder Caseinhydroly- 
sat. Als Ol ist insbesondere RizinusOl verwendbar. Hier- 
bei kOnnen erfindungsgemaB auch Gemische zweier 



oder mehrerer der genannten Verbindungen eingesetzt 
werden. 

[001 1 ] AJs stickstoffhaltige Substrate kommen anor- 
ganische Verbindungen in Betracht. Beispiele hierfur 
sind Nitrate und Ammoniumsalze. Ebenso ktinnen 
organische Stickstoffquellen zum Einsatz kommen. 
Hierzu zahlen Hefeextrakt, Sojamehl, Baumwollsaat- 
mehl, Casein. Caseinhydrolysat, Weizengluten und 
Maisquellwasser. Mdglich ist auch der Einsatz zweier 
oder mehrerer der genannten Verbindungen als 
Gemisch. 

[0012] Zu den einsetzbaren anorganischen Salze 
zahlen beispielsweise Borate, Carbonate, Chloride, 
Molybdate, Nitrate, Phoshate und Sulfate. Als Metalle 
enthalten die genannten Salze vorzugsweise Calcium, 
Eisen, Kalium, Kobalt. Kupfer, Magnesium, Mangan, 
Natrium und Zink. ErfindungsgemaB kann auch ein 
Gemisch zweier oder mehrerer der genannten Salze 
verwendet werden. 

[001 3] Die Temperatur fur die Kultivierung liegt vor- 
zugsweise im Bereich von 10 bis 40°C. Besonders 
bevorzugt ist der Bereich von 20 bis 35°C, htichst bevor- 
zugt sind 25 bis 30°C. 

[0014] Der pH-Wert des Mediums betragt bevor- 
zugt 4 bis 9. Besonders bevorzugt ist der Bereich von 5 
bis 8. 

[0015] Wahrend des Herstellungsverfahrens ist 
eine ausreichende Beluftung erforderlich. Entspre- 
chend sind die erfindungsgemaB einsetzbaren Reakto- 
ren auszulegen. Grundsatzlich kdrinen somit 
erfindungsgemaB aire dem Fachrriann-bekannteri Bio- 
reaktoren eingesetzt werden, die fur aerobe Verfahrens- 
weisen geeignet sind. Vorzugsweise kommen alle fur 
alle aerobe Submersverfahren geeigneten Vorrichtun- 
gen Betracht. Das heiBt, es kGnnen erfindungsgemaB 
GefaBe ohne oder mit mechanischer Mischeinrichtung 
eingesetzt werden. Zu ersteren zahlen z B. Schuttelap- 
paraturen, Blasensaulen- oder Schlaufenreaktoren. Zu 
letzteren gehdren vorzugsweise alle bekannten Vorrich- 
tungen mit Ruhrem in beliebiger Gestaltung. 
[001 6] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann kon- 
tinuierlich oder diskontinuierlich durchgefuhrt werden. 
Die Dauer der Fermentation bis zum Erreichen einer 
maximalen Produktmenge liegt im Bereich von 36 und 
72 Stunden, vorzugsweise im Bereich von 48 und 66 
Stunden, gerechnet von dem Animpfen der Kultur. 
[0017] ErfindungsgemaB kSnnen die Substrate zu 
Beginn der Inkubation, wahrend oder nach AbschluB 
des Wachstums zugegeben werden. Dies kann mit 
einer einmaiigen Zugabe an Substraten oder durch kon- 
tinuierliche, sukzessive Zugabe wahrend des Prozes- 
ses erfolgen. 

[0018] Bevorzugt ist jedoch die kontinuierliche 
Zugabe uber einen Zeitraum von mehreren Stunden 
nach dem Animpfen der Kultur. 

[0019] Mit den beschriebenen erfindungsgemaBen 
Verfahren ist es uberraschenderweise mOglich, in 65 
Stunden mehr als 1 1 g/l zu erzeugen. Zu den folgenden 
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Beispielen werden die Erfindung und die damit verbun- 
denen Uberraschungen naher erlautert. 

Beispiele 

5 

1. Herstellung der Vorkultur 

[0020] 1,7 g Malzextrakt werden in 100 ml Wasser 
in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit seitlichem Ein- 
stich gel6st und fur 15 Minuten bei 121°C im Autoklaven io 
sterilisiert. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur 
wird der Malzbouillon-Kolben mit einer Impfschlinge von 
einer SchragrOhrchenkultur von Yarrowia Hpolytica HR 
145 angeimpft. Der Kolben wird fur 24 Stunden auf der 
rotierenden Schuttelmaschine bei 27°C und 100 Upm is 
inkubiert. 

[0021] Zwei 500 ml Erlenmeyerkolben mit seitli- 
chem Einstich werden mit Medium (1 ,461 g Na 2 HP0 4 x 
12 H 2 0; 0,352 g KH 2 P0 4 ; 0, 53 g Harnstoff; 0,07 g 
Tween 80; 5 g Hefepulver; 1 g RizinusOl und 100 ml 20 
Wasser) beschickt und fur 15 Minuten bei 121°C im 
Autoklaven sterilisiert. Nach Abkuhlen auf Raumtempe- 
ratur werden die Kolben mit je500 jil einer Malzextrakt- 
Bouillonkultur von Yarrowia Hpolytica HR 145 angeimpft. 
[0022] Die Kolben werden fur 24 Stunden auf der 25 
rotierenden Schuttelmaschine bei 27°C und 100 Upm 
inkubiert. 

2. Produktion von y-Decalacton im 10 1 Fermenter 

30 

[0023] Es werden 9,8 I Wasser im Fermenter vorge- 
legt und 14,61 g Na 2 HP0 4 x 12 H 2 0, 53 g Harnstoff, 50 
g MgS0 4 x 7 H 2 0, 0,04 g Riboflavin, 500 g Hefepulver, 
7,0 g Tween 80, 100 g Rizinusdl und 5 g Antischaummit- 
tel zugefugt. Das Medium wird in situ 30 Min. bei 1 21 °C 35 
sterilisiert. Weiterhin werden je 500 g verdunnte Natron- 
lauge und Schwefelsaure sowie RizinusGI im Autokla- 
ven sterilisiert. Nach dem Abkuhlen werden die 
Antischaumsonde und die Anstechgarnitur fur NaOH 
angeschlossen. Der pH-Wert betragt nach der Sterilisa- 40 
tion etwa pH 7,9. Mittels der verdunnten Schwefelsaure 
wird ein pH-Wert von pH 7,0 eingestellt. Die Drehzahl 
der Ruhrung betragt 400 Upm; die Beluftung 3 l/min 
Druckluft; die Temperatur 27°C. 

[0024] Der Fermenter wird uber eine sterile 45 
Anstechgarnitur mit der Vorkultur angeimpft. Wahrend 
der Fermentation wird weitere Natronlauge zudosiert, 
urn den pH-Wert bei pH 7,0 zu halten. Bei Bedarf wird 
automatisch Entschaumer zudosiert. 14 Stunden nach 
dem Animpfen wird mit der Substratzugabe begonnen. so 
Innerhalb von 4 Stunden werden 500 g Rizinusdl zuge- 
geben. 

[0025] Nach einer Fermentationszeit von ca. 52 
Stunden wird die Fermentation beendet. Der Zeitpunkt 
fur den Abbruch der Fermentation ist erreicht, wenn 55 
eine Stunde keine weitere Natronlauge zudosiert 
wurde. Um die Fermentation abzubrechen, wird der 
Fermentirinhalt mit konzentrierter Schwefelsaure auf 
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pH 2,0 eingestellt und 30 Min. auf 80°C erhitzt. Nach 
dem Abkuhlen wird er fur die nachfolgende Aufarbei- 
tung abgefullt. Die Endkonzentration des y-Decalactons 
betragt laut HPLC 11.500 bis 12.500 ppm. Das Verhalt- 
nis 3-Hydroxy-y-Decalacton zu y-Decalacton ist Weiner 

0. 2. 

[0026] Aus der so erhaltenen Kulturbruhe wird 
dann, gegebenenfails nach Zentifugation, das y- 
Decalacton mit den bekannten physikalischen Verfah- 
ren (Destination, Extraktion, etc.) isoliert. 

3. Produktion im 300 I Maftstab 

[0027] Es wurden 200 ml Vorkultur genau nach Bei- 
spiel 1 hergestellt und zum Beimpfen eines 300 I Fer- 
menters verwendet. Zuvor wurden 140 I Wasser im 
Fermenter vorgelegt und 742 g Harnstoff. 49 g 
KH 2 P0 4 12 g H 2 0, 7 g Hefeextrakt, sowie 98 g Tween 
80 hinzugefugt. Das Medium wird in situ 30 Minuten bei 
121°C sterilisiert. 

[0028] Nach dem Abkuhlen werden die Anti- 
schaumsonde und die Anstechgarnitur fur NaOH ange- 
schlossen. Der pH-Wert betragt nach der Sterilisation 
etwa 7.0. Die Drehzahl des Ruhrers wird auf 180 Upm, 
die Beluftung auf 35 l/min und die Temperatur auf 27°C 
eingestellt. Der Fermenter wird unter sterilen Bedingun- 
gen mit den 200 ml Vorkultur angeimpft. Wahrend der 
Fermentation wird mittels Natronlauge der pH-Wert auf 
pH 7.0 konstant gehalten. Etwa 16 Stunden nach dem 
Animpfen wird mit der RizinuscMzugabe (7.4 kg) begon- 
nen, welch e nach weiteren 4 Stunden abgeschlossen 
ist. 

[0029] Nach einer Fermentationszeit von 65 Stun- 
den wird die Fermentation beendet. Die Endkonzentra- 
tion des y-Decalactons betragt 12 g/l. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von y-Decalacton in Bio- 
reaktoren dadurch gekennzeichnet, da (3 Yarrowia 
Hpolytica enthaltende Kulturen eingesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine aus Yarrowia Hpolytica beste- 
hende Reinkultur eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach einem Anspruche 1 oder 2 dadurch 
gekennzeichnet, daB Yarrowia Hpolytica HR 145 
(DSM 12397) eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem Anspruche 1 bis 3 dadurch 
gekennzeichnet, daB synthetische, halbsyntheti- 
sche oder komplexe Substrate eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet. daB kohlenstoffhaltige 
sowie stickstoffhaltige Verbindungen, anorganische 
Salze, Spurenelemente und/oder Vitamine enthal- 
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tende Substrate eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5 dadurch gekenn- 
zeichnet, da 3 das Substrat als kohlenstoffhaltige 
Verbindungen Zucker, Zuckeralkohole, Alkohol. s 
organische Sauren, komplexe Gemische, Ole oder 
Gemische zweier oder mehrerer dieser Substan- 
zen enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6 dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Glucose, Glyzerin, Mannit. Zitronen- 
saure, Malzextrakt, Hefeextrakt, Casein, 
Caseinhydrolysat und RizinusGI oder Gemische 
zweier oder mehrerer dieser Substanzen enthal- 
tende Substrate eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, daB anorganische Ver- 
bindungen und/oder organische Verbindungen ent- 
haitenden Substrate eingesetzt werden. 20 

9. Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekenn- .. 
zeichnet, daB Nitrate, Ammoniumsalze, Hefeex- 
trakt, Sojamehl, Baumwollsaatmehl, Casein, 
Caseinhydrolysat, Weizengluten und Maisquell- 25 
wasser eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9 
dadurch gekennzeichnet, Sulfate, Nitrate, Chloride, 
Carbonate und Phosphate der Metaile Natrium, 
Kalium, Magnesium, Mangan, Calcium, Zink und 
Eisen oder Gemische zweier oder mehrerer dieser 
Verbindungen enthaltende Substrate eingesetzt 
werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 
dadurch gekennzeichnet, daG die Temperaturen im 
Bereich von 10 bis 40°C liegen, vorzugsweise bei 
20 bis 35°C. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11 
dadurch gekennzeichnet. daB der pH-Wert im 
Bereich von 4 bis 1 1 , vorzugsweise 5 bis 8 liegt. 

13. Yarrowia lipolytica HR 145 (DSM 12397). 45 

14. Verwendung von Yarrowia lipolytica nach Anspruch 
13 zur Herstellung von y-Decalacton. 
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